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CHAPITRE 1
----------
----------
ELECTROPHORESE MISE AU POINT DE LA T~CHNIQUE
1 - INTRODUCTION
1.
L'étude du polymorphisme enzymatique et de la variabilité génétique des
pbpulations, utile en Amélioration. pes plantes, est possible grâce à l 1 électrophorèse.
A - APPROCHE. GENETIQUE DU POL YMORPHISrJlE ENZYMATIQUE
Les protéines peuvent exister sous différentes formes moléculaires ayant
la même spécificité enzymatique. Çes différentes formes moléculaires ont reçu le. terme
. d"' Isoenzymes" par MARKERT et HOLLER (1959).-
La. méthode la plus employée pour séparer les isoenzymes chez les végétaux
~st l'électrophorèse. Cette technique séparant les protéines grâce à la modification
de charge liée aux substitutions diacides aminés, traduit les différences alléliques
et donne. ainsi une .représentation co,:!crète du.· polymor-phisme enzymatique (SHANNON 1968).
La notion de pur~té variétale peut .être abordée par l'étude du polymor-
-phisme intrapopu1ation.
B - ETUDE DE LA VARIABILITE GENETIQUE DES POPULATIONS
.
L'étude du polymorphisme enzymatique donne ell e même une représentation
de la vàriabilité .génétique existant au. sein des div~rses populations. L'étude' de
la variabilité interpopulations est inte~essante en Amélioration des piantes car
elle peut permettre d'estimer des distances génétiques entre populations (PERNES 1975),.
ceci ayant pour but d'améliorer le choix des populations de départ, que l'on choisira
de pius grande distance. génétique, pour la constïtution dlhy~rides vigoureux.
Pour ces études, trois enzymes ont été retenues :
.- les estérases carboxyliques (EST.), pour leur présence
abondante dans les graines et leur action à tous les niveaux dans le'métabo~isme
de la plante.
- les leucines aminopeptidases (LAP), pour leur présence dans
la graine et leur action à ~e nombreux niveaux dU'métabolisme de la plante.
- la glutamate déshydrogénase (GDH), pour sa spécificité
. . .
beaucoup plus stricte; elle agit e~ un' point du métabolisme azoté de la plante.
II - MATERIEL ET METHODES 2.
Les méthodes utilisées ont été décrites .par P. HOUDIARD (rapport élève
ORSTOM 1977), au besoin modifiées.
A - MATERIEL UTILISE
P. violacéum (SL'168),
appartenant au mêmeune cultivée tardiVe
village.
Le matériel végétal étudié est composé de cincf populations récoltées lors
des prospections(fBllGR - ORSTDM):.
- 2 populations cultivées du Cameroun, l'une tardive (C 24). et
l'autre précoce (C 25), récoltées dans le même village e.t pouvant correspondre à des
isolats de par les marécages qui les entouren~.
- 3 populations du Sénégal, une sauvage
(SL 164) et une cultivée précoce (Sl 165)
B METHODE'S
a - .~~~r~~~iQD_~D~~~~~ig~~
+ ~~r_f~ri!J~ ': .Les graines de mil sont broyées
(broyeur MILL 14920 FOSS ELECTRIC) au froid à 4 ou 5°C. Les 300 mg de fari ne (une .
. ' . .
c1nquantalne de graines) nécessaires à 2 ou 3 répétitions sont imbibés avec le tampon
d'extraction (tableau 1) à raison de 1ml pour 300mg,' pendant. 20 mn. Le mélange est
ensuite filtré sur gaze, pui~ centrifugé pendant 10mn à 70 OOOg. L'extr~it est obtenu
en. pipettant 300jLl de surnageant,et une go~tte de Bleu de Bro~ophénol dilué dans du
tampon.de migration Tris-Glycine permet de suivre la migration. .-
. + gr~iD~_~_gr2iD~: Chaque graine est mise à
imbiber pendant une heure dans du tampon d'extraction (1 goutte ou 2), puis écrasée.
On récolte l'extrait par diffusion dans du papier Wattman n03 (2mm x o10 mm) trempé .
dans le broyat pour le déposer dans l'~ncoche du.gel, ou verticalement dans l'épaiss~~r
du gel préalablement incisé: ces méthodes ne permettent pas une bonne résolution. .
Les meilleurs résultats ont été obtenus en écrasant la graine après imbibition d'une
~eure, sur un r "confetti" de.papier Wattman n03,déposé pour électrophorèse sur disque
à deux gels selon la méthode de DAVIS (1964).
b ~ I~~b~ig~~_~l~~~rQ~bQr~~ig~~'
. . L'électrophorèse se fait su~ gel d'acrylamide.7% (tableau II), en
pplaque horizontale. La plaque fait 25 cm x 11,5 cm et O,? cm d'épaisseur, elle
a douze encoches pour une migrat~on en large, et six encoches pour une migration
en long. Chaque encoc~e contient à peu près 50~1 ~'extrait.
---..... .
TABLEAU 1
==========
TAMPON D'EXTRACTION TGSM
Triton X100 à 1%
DMSO à 10%
0.75 ml
150 ,1
100 r1
TGSM - Tampon de migration Tris~G1ycine (tableau III)
- Saccharose 40%
- Mercaptoéthano1 20 mM
DMSO Diméthy1su1foxide
~ Le saccharosè n'à de fonction que pour alourdir l"'extrait lors d'une migràtion
sur disque.
- L'action du Triton X 100 est une élimination des 1ipi-des membranaires dans l'extrait.
" "
~ Le DMSO augmente la perméabilité cellulaire et permet un meilleur rendement à"
l'extraction, sans" dénaturer les protéines.
TABLEAU II
----------
----------
GEL D' ACRYLAMIDE 1 part de CD
1 part de ®
2 parts de ®
(Méthylène. bis - acry1amide)
(Trishydroxyméthy1 - aminométhane)
(Tetra méthyl éthylène diamine)
<D - Hc1 IN 24 ml
Tris 18,15 mg
TEMED 0,23 ml
H20 jusqu'à 100 ml® :- Acry1 ami de 28 g
BIS 0,735 9
H20 jusqu'à 100 ml
~ ~ Persulfate d'ammonium 140 mg pour 100 ml
Le tampon de migration utilisé est le tampon Tris-Glycine 3.
(DAVIS i964) (tableau III).
Les modifications apportees aux méthodes décrites par P. HOUDIARD concernent
principalement les conditions de migration.
Pour ,une" migration en large:
, - Préélectrophorèse d'une heure à 40 mA ce qui permet une
stabilisatio~ du voltage (travail à intensité constante), et un équilibrage du gel.
- - Dêpots de 50jl d'extrait dans chaque encoche.
- 5 mn d'électrophorèse à 20 mA (280 volts) pour une péné~ration
lente de l'extrait dans le gel.
- 3h30 d'électrophorèse à 40 mA (550 - 650 volts):'
,Pour une migration en long: l'intensité' est ajusté~ à '12,5 mA (500 - 700
, .
volts), et l'électrophorèse se, déroule pendant 16 à 18 heures,
Du fait de l'échauffement lié à la résistance électr.ique du gel, le
refroidissement de la plaque tout au long de la migration est obligatoire et se fait
par circulation d'eau à 3°C sous la plaque. De plus, la cuve à électrophorèse est
,placée dans yne e'nceinte réfrigérée à 5°C.
c ~ 8~Y~1~~iQ~_~~~_El~g~~2
La coloration, une fois l"électrophorèse arrêtée, doit être immédiate car
il y a diffusion des enzymes dans le gel, le colorant, lui, reste fi~é.
+ ~~~~r~§~~ : Méthode de SHAW et PRASAD (1970)'
.
(1967) modifiée (tableau IV)
L'apparition des bandes se fait au bout de i5 mn à l'obscurité et température
ambiante.
Le criblage se fait sur présence ou absence de bande essentiellement, mais
TABLEAU III
-----------
TAMPON DE MIGRATION TRIS-GLYCINE 4,95 10-3r~ pH 8,3
Tris 6 g
Glycine 28,8 ~
H20 jusqu'à 11itre
â diluer 10 fois au mom~nt de l'enp1oi
TABLEAU IV
=========.=
REVELATION DES ESTERASES
. ..~
Fast. B1 ue .RR
Tris-Hel 0,05M pH?,l
~,~ Naphty1 aeét~te 1%
REVELATION DES LAP :
150 mg
145,5 ml
4,5 ml
L Leuey1 ft naphty1 ami de Hel
Black KSalt-
Tris-Maléique Q,2M pH8,3
Tampon"phosphate 0,2M pH9,2
. H20
REVELATION DES GDH
20 mg
40 mg
100 ml
40 ml
60 ml
Tris-Hel D,lM pH8,5
Glutamate de sodium 2M
NAD
PMS
NBT
94 ml
6 ml
66,.1 mg
2~25 mg
36,8 mg
(Nieotinamide Adénine Dinue1éotide)
(Phénazine Méthosu1fate)
(Nitro B1eu.de Tétrazo1ium)
on pe~t,éga1ement tenir compte 'des intensités et le passage des gels au 4.
densitomètre {spectrophotomètre UNICA~ SP 1800 ave~ densitomètre} permet une
visualisation plus concrète de l'intensité des bandes. La loi de Beer -.L~mbert
rend impossible l'attribution d'une valeur quantitative aux différents pics observés;
, ,
certa i nes bandes 'présentant une trop forte Densi té Optique, on sort de 1a partie
linéaire de la courbe. Seul l'aspect général de la courbe peut être pris en considéra-
-tion. '
Les longueurs d'onde optimales sont de 560 nm pour les LAP et 470 nm
pour les Estérases.
d - çQD~~rY~!iQD_2~~_E12g~~2
Les plaques peuvent être laissées pendant une nuit dans du fixateur (Métha-
-no1 5%, Acide acétique 7,5%),'puis elles sont placées sous vide dans du Méthanol 55%
pendant 24 heures. Cette déshydratation contracte les plaques à peu près du tiers,
puis celles-ci sont séchées sur papier Wattman n03 ou sur cellophane, en 1es plaquant
sous vide dans un appareil PHARMACIA GSD-4.
III - RESULTATS DES Zn10GRAr1t·1ES
Le te'rme zymogramme désigne 11 ensemb1e des bandes d'un extrait pour une
enzyme considér~e.
A - GLUTAMATE DESHYDROGENASE
De très mauvais résultats ont été obtenus sur plaque, la lecture étant .
pratiquement impossible. L'électrophorèse se fait donc sur disque ,à deux gels selon la
méthode de DAVIS (1964) (gel de prémigration 2,5% d'acry1amide, gel de séparation 7%
d'acry1amide). Cependant, les témoins révè)ent des artéfacts à la coloration: en
effet, les bandes observées ne, sQnt pas toutes dues.à l'activité GDH. Ces bandes
parasites apparaissent sans substrat, ne se voient plus sâns NAD" elles correspondent'
donc 'à une autre activité enzymatique. Elles disparaissent. en dialysant l'extrai~ penda~t
une nuit' contre du 'tampon de migration Tri'S~G'tYèine 4,95 10-3Mph 8,3 dilution 10,
dans notre système de révélation. Des travaux ultérieurs permettent de suspecter une
activité ADH (Alcool déshydrogénase).
Si l'on ne considère pas ces bandes parasites, aucun polymorphisme
enzymatique ne peut être mis en évidence; on observe toujours deux bandes de faible
migration, éeci ayant été confirmé pour tous les échantillons analysés au laboratoire
par M.F. RIANDEY.
B - LEUCINES AMINOPEPTIDASES
. t
La lecture des zymàgrammes en plaque horizontale est possible. S•.
Au départ, l'intensité de migration étant trop for~e (90 à 100 mA) pour assurer une
bonne résolution, l'amélioration de-l a méthode a êté assurée par le passag~ à une
migration à intensité constante à 40 mA. On peut observer 3 zones sur chaque zymogram-:
-me.
D'autres modification.s, quant à la technique électrophorétique et à la
révélation, pourraient conduire à une amélioration de la lecture des zymogrammes.
C - ESTERASES
De nombreuses bandes apparaissent en électrophorèse, 'le polymorphisme-
enzymatique-semble important pour cette enzyrile. La lecture des zymogrammes était
délicate, les migrations n'étant pas répétitives. Fréquemment des disparitions de.
- bandes ou des dédoublements étaient observés, mais les modifications apportées à
l'expér~mentation (identiques aux-LAP) ont permis une nette amélioration. La migration
en long, av.ec un temps d'électrophorèse plus important, confirme la migration en large.
IV - CONCLUSION
La partie méthodologie es~ essentielle en électrophorèse car il est
important de bien révéler les enzymes avant l'expérimentation. afin ~e pouvoir
interprèter correctement les résultats obtenus. Il peut exister des bandes enco~e
invisibles.
Par son manque de polymorphiSme enzymatique, l'étude de la GDH a été aban-
-donnée. L'expérimentation portera sur l'étude des LAP et EST. qui sont plus poly- .
. . -
-morphes électrophorétiquement. Notons que parmi les trois enzymes étudiées, ce sont
celles qui ont le moins de spécificité dans le métabolisme de la plante.
CHAPITRÉ Il
-----------
EXPERIMENTATION
1 - BUT DES MANIPULATIONS
6.
A l'O.R.S.T.O.M. (Offic~ de Recherche Scientifique et Technique Outre'Mer)
à Bondy, qui mla àcceuilli pour mon stage, les travaux du B.A.P.U. (Biologie et.
Amélioration des plantes, Utiles) se font en grande partie sur le Mil (Pen~etum
typho~eum (am~num)), et ce sont les travaux de P. HDUDIARD, élève ORSTOM, qui.
ont été à la base des recherches. Nous avons voulu étudier l 'homogénéité des populations
réco'ltées en Afrique de ,l'Ouest l~rs des prospections. p'ar ses techniques,.d'étude sur
, des farines de graines en mélange, P. HOUDIARD ne pouvait étudier le polymorphisme
intracultivar., Pour cela, il fallait pouvoir travailler graine à graine. Une mise
au point expérimentale délicate a rendu' nécessaire le criblage sur l 1 autofécondation
de vingt plantes issues de chaque population.
Un échantillonnage de vingt'plant~s suffit à.éviter la non pbservation
d'un type au risque 'de 5% (risque général en statistique).
Cette étude pourra entrainer des conclusions d'ordre génétique. '
P.HOUDIARD ayant conclu dans son rapport qu"il existë pl.us de différences
entre populations appartenant à 2 écosystèmes différents qu'entre populations diffé- '
-rentes d'un même écosystème, nous avons comparé une population sauvage P. violdeeum
(SL 168) et deux populations cultivées (précoce: sC 165 et tardive: SL 164) d'un
même village du Sénégal et deux popula~ions cultivé~S (précoce: C 25 et tardive: C 24)
d'un même· village du Cameroun.
Une ~nalyse des 'farines de population en mélange montre le polymorphisme
enzymatique pour les Estérases et les Leucines aminopeptidases, reflet de différences
entre ces cinq populations. La morphologie des 'plantes cultivées en serre permet
déjà de suspecter une différence intra et intercultivar.
Un contrêle des formes a11 él i ques a. été effectué par croi sement à parent
constant (C 24) sur ~inq plantes 'de chaque population.
II - RESULTATS
A - LEUCINES AMINOPEPTIDASES
7.
L'analyse des farines de graines issues.d~autofécondations révèle le
polymorphisme intracultivar (figure .1) et permet une interprétation génétique.
SCANDALIOS (1964 - 1965), BECKMAN et al. (1964), OTT et SCANDALIOS (1978)
étudiant les LAP sur le mals, définissent 4 zones' pour leurs·zymogrammes. Le mil.
pourrait présenter un système analogue, nous trouvons ces 4 zones sur les zymogrammes,
que nous réduirons, pour des raisons matérielles, à 3 zones.
- une zone A ou trois types de bande sont observés
- une zone B et C, d'intensité constante, caractérisée sur les
zymogrammes par :
La technique
bandes constamment.
électrophQrétique ne permettant pas de dissocier ·les deux
~ une zone D avec trois intensités de bandes différentes, comparé
àla zone B-C : •
Le passage au densito.mètre d'un gel permet de révéler ces trois zones
(figure 2).
a - ~Q!J~_8 : on peut penser qu'elle est due à
. l'expression d'un gène à deux allèles: 'Fast et Slow (F et S), ou à l'expression
'de deux gènes, l 'u~ ayant pour allèles S donnant· une activité enzymatique et , ne
donnant aucune activi'té enzymatique (S domina~.t sur 'J. ~'autre ayant ~our allèles ..
F et y (F dominant su~ Y). Aucun individu sans bande F et S n'ayant été 9écelé, les
allèles F et S auraient une fréquence élevée.
Parmi" les croisements à parent constant effectués, l'analyse d'un ·croisement
entre individu ayant la bande S par un individu ayant la bande F donne un zymogramrne .
ayant les deux bandes F et S, sans bande intermédiaire.
Dans l'hypothèse d'un même gène, on aurait croisé un individu FF par un
'individu SS, l' ~ybride FS ayant. deux bandes, l'enzyme seratt ·un monomère (-en a.ccord
avec la littérature).
.
Dans l 'hypothèse de deux gènes, on aurait croisé un individu S'YY ou SSYY
par un individu "FF ou "FY, les activités se retrouvant chez l'hybride.
D'autres expérimentations sont n~cessaires pour ~ppuyer l'une ou l'autre
hypothèse.
b - ~Q!J~_~ :. l'intensité variable de cette bande.
peut être l'expression d'une activité enzymatique variable. C'est peDt être l 'exp~es­
-sion d'un gène de régulation à deux allèles s'exprimant sans dominance, f de ..donnant
aucune activité enzymatique, f' une forte activité enzymatique, l'hybride ff' donnera
une bande d'intensité intermédiaire.
L'analyse d'un croisement entre un individu ayant une bande de plus faible
.
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LAP
Cff) par un .individu ayant une bande de forte intensité (f'.f'), révèle un 8.
hybride ayant une bande d'intensité intermédiaire (ff'.). Cette analyse ne va pas
à l'encontre de l'hypothèse d'un gène·à deux allèles sans relation de dominance.
L'hypothèse de l~expression d'un gène de régulatio,n peut être également
retenue, mais demandé confirmation.
2°) Pour une meilleure lecture du polymorphisme enzymatique
En comparant les résultats des autofécondations avec le zymogramme qes
populations en mélange (figure 1), on constate que :
- la bande F de la z?ne A, lorsqu'elle est peu fréquente dans la
population (SL 168- SL 164- C 24- G 25) n'est pas visible sur le zymogramme d~ la
population en mélange.
- le zymogramme de la population en mélange présent~, poyr
la zone D, deux types de bandes: une faible, l'autre intermédiaire, pas de bande à,
fo.rte 'j ntensité.
La bande est d'intensité intermédiaire pour ~ne fréquence de f' (déter-
-mi nant une forte acti vi té enzymati que) supéri eure à 50% et inversement. ._
Le zymo~ramme de la population ~n mélange nlest pas le reflet de la
variabilité intracul:tivar (photo A). Elle est masquée. Il semble qu'il y ait effet de "
. dilution. Cependant, pour la zone D, il ~emble qu'il y ait une relation entre fréquence
allélique de f' et intensité de la bande sur le'zymogramme de la population en mé~ange •
• " • 1
3°) Variabilité interpopulation, étude statistique
Les fréquences alléliques peuvent être déterminées pour chaque couple
. . .
d'allèles par comptage allélique (figure 1). Pour la zone A, e11e e$t calculêe.
SOus l'hypothèse d'un seul gène (F.S).
a - ~g~ili~r~_~~_~~r~~_:_~~i~~~rg
On peut tester la panmixie par test de X2. On t~ste l;éçart,entre Je
, .
nombre d'individus observés dans chaque' classe, et le nombre théorique-donné par la
loi de Hardy - Weinberg: np2, 2npq, nq2, (tableau'V).
Pour la zone D, on ne met pas en évidence de différence significative
au seuil de 5%, exœpté pour la population SL 16~. Le nombre d'individus analysés
étant de neuf, cette dïfférnece est certainement due à un mauvais échantillonage.
Pour la zone A; les test de X2 sur C 24 et C 25 révèlent une différence
significative, on doit rejeter Ho : "les populations sont à l'équilibre de Hardy-
Weinberg, elles évoluent en panmixie", le nombre d'individus analysés ne pouvant·
Itre mis en cause.
Aucune explication ne pouvant être formulée pour cet écart à la panmixie,.
on a peut être là l'ébauche'd'un premier argument-permettant de rejetter l'hypothèse
d'un seul gêne à deux allèles, pour ces bandes.
~ X2ff ffl flfl" Popul ation " 1dd
Nbre 6 3 3Obs. 2.65
SL 168 Nbre NS
Théo. 4.68 5.fJ4 1.68
Nbre 0 8 1
SL 164 Obs. 5.87Nbre 1.8 4.41 2.79 •Théo.
Nbre 1 9 4Obs. . 1.35
SL 165 Nbre NS
Théo. 2.1 6.72 5.18
Nbre 4 11 3Obs. 0.89
C 24 Nbre NS
Théo. 5~04 9.00 3.96
Nbre 9 7 3
C 25 Obs. 0.73
'Nbre 8.36 ·8.55 2.0'5 NSThéo.
::s: X2 .SS SF - FFPODul"ations 1ddl
Nl>re 11 1 0Obs. 0.026
SL 168 I,'wre l1.06 0.92 0.02 NSThéo.
Nbre 7 2 O.Obs. 0.143
SL 16~ Nbre
Théo. 7.13 1. 76 0.11 NS
Nbre 10 4 0
SL 165 Obs. 0.404INbre 10.36 3.37 0.27 NSThéo.
Nbre 16 1 1Obs. 7.36
C 24 Nbre 15.24 2.65 0.11 ••Théo.
INDre 17 0 2 .Obs. 17.60
C'25 INbre 15.05 3.72 0.23 .. ~"Théo.
TABLEAU V
NS dH'fér~nce non s:ignificative à 5%
~ différence significative" à 5%
... : différence significative à 1%
... : ~ifférence significative à 1%
a - TEST X2 s~us Ho : "les populations
suivent l'équilibre de Hardy-
. .
Ueinberg
Seuil de signification : 5%
LAP - ZONE D
b _ TEST X2 sous Ho : "les population's
suivent 1 'équilibre de Hardy -
Heinberg
Seuil de signification : 5%
LAP - ZONE A (sôus'" hypothèse'
d'un gène à deux allèles)
ZONE D ZONE A
RESS Er·!jBLANC E POPLILATION~ Nm,1BRE X2 X2 .INTERPOPULATION ~IGNIFICA SIGNIFICA
ENTRE : TESTEES DOL
-TION
-TIaN
.
SL 168
SL 164
TOTALE SL 165 4 5.96 NS 1.66 NS
C 24
C 25 -
SL 164
SENEGALAIS SL 165 2 2.95 NS 1.01 NS
SL 168
CM1EROUNAIS t 24 1 1.30 NS 0.11 NSC 25
CULTIVES SL 164 . 1 0.122
-NS 0.07 NSSENEGALAIS SL 165
.
TARDIFS SL 164 1 0.33 NS 1.4 NSC 24
.
PRECOCES SL 165 1 . 4.56 )t 0.21 NSC 25 0-
.
TABLEAU VI x2 DE CONFOR~1ITE' PAR Cm1PTAGE ALLELIQUE SUR LES LAP."
Zone Det Zone A ( sous 1'hypothèse d'un seul gène)'
Ho : "les populations testées sont identiques"
Seuil de signification : 5%
~.
NS Non Significatif
.. Significatif
9.
L'étude de la variabilité interpopulation; de relations précocité-tardivité,
etc .•• , peut être abordée statistique~ent par un X2 de conformité sur comptage allêli-
-que. On teste l'hypothêse nulle Ho : 1I1 es populations testées, sont identiques ll
(tableau VI), pour chaque couple d'allêle.
Aucune,différence significative, au seuil de 5%, per~ettant de rejeter Ho
nia été mise en évidence, excepté pour les populations précoces pour la zone O.
Pour les deux populations précoces, appartenant à deux écosystêmes qiffé-
-rents, on met en évidence une dHférence significative. Il semble donc que 'Ion ne
puisse pas donner de relation pour tardivité et précocité pour le polymorphisme des
LAP.
B - ESTERASES CARBOXYLrQUES
+ ~~~~~~_rQ~~~ on a un fort po~ymorphisme des
bandes roses: un ,seul gêne semble responsable de ce ,polymorphisme ét 6 allêles ont p~
. . . .
être comptés (RI-R2-R3-R4-R5-R6). Les autofécondations révêlent des individus homo-
-zygotes ne présentant qui une seule bande rose de forte intensité, et des individus
hétérozygotes possédant trois bandes. L'enzyme est un dimêre (SCHWARTZ 1964). L'hybride
possêde deux bandes homodimêres et une bande hybride (notée par une lettre alphabétique)
se situant à égale distance des homodimêres, mais de plus faible intensité. En effet,
une plante hétérozygote RIR5 auto~écondée donne'des graines
1/4 RIRl.,. 1/2 RIR5, 1/4 R5R5.
Les graines RIR5 donnent 1/4 d'homodimêre RIRl, 1/4 d'homodimêre R5R5, et
1/2 d'hétérodimêre RIR5., en'électrophorêse~ Sur le zymogramme des farines de graines
issues d'autofécondation, il y a donc 3/8 de chaq~e homodimère, pour 2/8 d'hétérodimêre.
Les six ~omodimêres correspondant aux six allêle~ d'un même. gêne, ont été
numérotés de 1 à 6 par ordre de découverte chronologique.
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LI analyse des croi·sements à parent constant a été effectuée, 1es zymograrnmes
des farines de graines issues des ~roisements présentent l~s bandes homodimères parenta-
-les et les bandes hétérodimères issues du croisement, conformément à 1i hypothèse
génétique formulée' (figure 8 - photo B). Par '1 étude du ·zymogramme du descendant
et de 11 un des parents, on peut souvent trouver le génotype de 11 autre parent.
c - ~~rifiç~~iQ~~
Pour slassurer du positionnement des bandes, pour ne pas confondre deux
homodimères ayant une migration voisine, des mélanges dlextrait à volumes constants
(et non quantités de protéines constantes) ont été analysés (photo C-D-~). ~es
résultats sont nets et sans équivoque, et cette analyse a été employée pour tester
les autofécondations.
2°) Pour une meilleure lecture du polymorphisme enzymatique
Le zymogramme d'une farine de population en mélange comparée aux zymogrammes
des farines de ~raines issues d'autofécondation, manque de ne~teté (photo F). Cinq
allèles ont·été trouvés, par analyse des' autofécondations, pour la population C 25 qui /
. figure sur la photo: 21 bandes correspondant aux homodimère? et hétérodimères.devraient
apparaitre. On en observe 6. Les· bandes ayant une faible fréquence sé trouvent mas~uées
lors de la révélation: effet de di1u~ion; et il peut y avoir superposition de· bandes.
La visibilité de la diversité allélique au sein d'une population sur zymo- '"
-gramme de la population en mélange est nu11~.
Chaque zymogramme de po~u1ation en mélange a été passée au densitomètre .
(figure.9-10-ll-12-1~) et montre clairement le nombre de bandes observées. La super-
-position des courbes (figure 14) révè1~ que 1Ion 'ne peut pas déterminer avec précision
la pré~ence des allèles dans la population:
- la population SL 164 qui ne possède pas d' al1è1e R2 a une
bande qui migre exactement à la même place que 1 'homodimère R2. Il s'agit de 1 I hété-'
-rodimère B entre RI et R5 •
. - la population C 25 a une bande. due à 1'açtivité d'un hétéro-'
-dimère qui migre au même endroit que 11 homodimère R5.
Il devient diffic"i1e de caractériser les populations sur présence ou
absence de bande, auseu1 regard des zymogrammes de population en mélange.
3~) Variabilité intra et intercu1tivar, étude statistique
Les fréquences a11é1iques pour chaque population sont établies à partir des
résultats des autofécondations (fig~re 3-4-5-6-7). 6n a un fort polymorphisme
enzymatique intrapopu1ation.
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FIGURE 14 SUPEnpOSITION DES CQUnBES DENSITOMETRIQUES
DE Znl0GRA~1~1ES DE POPULATION EN· tlELANGE.
•
1Li
Les écarts à l'équilibre de Hardy - Weinberg sont testés par X2 11.
au risque de 5% (tableau VII). Aucune différence significative n'a été mise en évigence.
On peut estimer que l~s p6pulations évoluent en panmixie.
b - ç~r~ç~~ri~~~i2D_2~~_EQE~1~~iQ~~
Il semble difficile de caractériser les populations par présence ou absence
de bande ou d'allèle. Les allèles sont tous plus ou moins présents dans )es 'cinq popu-
-lations étudiées, mais une caractérisation des populations par leurs fréquences
alléliques semble possible.
Une relation entre fréquence allélique et intensité des bandes sur
tymogramme de population en mélange semble exister. Le passage au densitomètre, de ces ",
différents zymogrammes en est le reflet ,(fjg~re 9-10-11-12-i3). -La hauteur des ,pics' .
'caractérise l'intensité des bandes, bi~n que l'on ne puisse leur attribuer aucune valeur
'Iquantitative. Généralement, les pics les plus importants pour chaque population
correspondent aux allèles ayant l~'plus haute fréquenc~. On peut remarquer que l'allure
générale des courbes des populations sénégalaises est semblable, de même pour l~s .
'populations camerounaises. Les populations sénégalaises et camerounaises semblent av~ir
des intensités de bande et d~s fréquences alléliques différentes. '
La cara~térisatio~ des populations par leurs fréquences alléliques semble
intéressante, représentative de la population, et 'facilement réalisable.
C - ~~ri~Qili~~_iD~êrEQE~l~~iQn
On peut constater en effet que les populations sénégalaises ont une forte
fréquence.d'allèle R5, et un~ faiple- fréquence d'allèle R2, les popula~ions camerounaises
p~ésentant une faible fréquence d'.allèle ~5, et une forte fréquence d'allèle R2
(tableau VIII).
+ X2 de conformité : des tests de X2 de
- ---------------- .
conformité ont été faits pour analyser les ressemblances entre populations, par
comptage allélique (tableau IX), sous l'hypothèse nulle' Ho : "la répartition 'des
différents allèles est semblable pour, les populations testées". Il permettent de
répondre à un certain nombre de questions, à savoir:
- les populations sont b~en différentes, et cette différence
n'~st pas due uniquement à l~ population sauvage.
- Il existe une li~ison pays: les populations camerounaises .
.et sénégalaises semblent former deux groupes distincts.
- Ja population sauvage semble 'bien intégrée aux populations
cultivées, plus que les populations cultivées sénégalaises entre elles.
Il se peut qu'il y ait des 'échanges géniques' constants entre la population
sauvage et les pop~lations cult~vées, à moins que l'on he formule l 'hypothèse d'une
adaptation (mutations non neutres) à un écosystème donné. Des recherches plus
approfondies et portànt sur un plus grand nombre 'd'échantillons'et de populations sont
néc~ssaires pour vérifier les hypothèses.
•.::s:
.
R6R6 R1R3 R1P-4 R2R4 R5R6 R5R4 R6R~ R3R~ X.2R1R1 R2R2 R5R5 R3R3 R4R4 R1R2 R1R5 R1R6 R2R5 R2R6 R2R3 R5R3 R6R4
Population
Nbre
·6 ' 3 2 1 8 ddl
- - - - - - - - -
- ,
- - - -
- - - 8.49SL' 166 Obs.Nbre O:(2~ 6 0.24 0.02 - 2.16 - 0.36 o.1l - - - - - 2.16 0.72 - - O.ll NSThéo. - -
Nbre 6 1 3 ~ 7 4 ddl- - - - - - - - - - - - - - - -Obs. 1.94
SL 164 Nbre
Théo. O.L - 7.14 - 1.19 - - 2.04 - 0.85 - - - - - - 5.78 - - - - NS
Nbre 1 1 2
- 1 - - 1 - 2 l' 2 - - - 1 2 - - - - 19 ddlObs.
SL 165 9.79Nbre 0.5E 0..28 1.82 o.m 0.51 0.02 0.84 2.1C 0.28 1.26 0.2E 1.40 0.14 0.84 o.1l 0.42 2.10 0.42 ).28 0.04 0.2E NSThéo.
Nbre ,
Obs. 3 5 - - l' - 1 - - 2 2 - - 1 1 - 1 1 - - - 13 ddlC 24 14.88Nbre Ln 2.34 0.06 0.54 O.lS 3.96 0.72 1.93- 1.2E0.72 2.16 1.4 l 0.36 0.18 0.7l NSThéo. - - - - - -
Nbre 2 6 '1 2 4 1 1 ,1 1 13 ddl
·Obs. - - - - ,- - - - , - - - -C 25 11.93
'Nbre 1.52~.42
-
o.m O. lE 0.,05 4.56 - 0.38 2.23 0.51 - 0.57 3.42 0.71 ' - - - ).19 O.OG 0.3EThéo. NS
.
TABLEAU VII
, 2 .
"FEST X Sous Ho : 1,1 les populations sont a llequilib~e de Hardy-Weinberg'"
Seuil de signification : 5%
ESTERASES'
. NS :' différence non, sign,ificative
~POPULATIONS RI R2 n5 R6 R3 R4.
'SL 164 0.09 - 0.65 - 0.26 -
SL 165 0.21 0.14 0.36 0.04 0.21 0·04
SL 168 0.125
- 0.708 - 0.125 0.041
C 24 0.305 -- 0.361 0.055
- 0.166 0.111
C 25 0.'29 0.42 - 0.03 0.21 0.05
TABLEAU VIII FREQUENCES ALLELIQUES POUP. LES ESTERASES
RESSE~,1BLANCE POPULATION'( Nm'IBp.E X2INTERPOPULATION TESTEES DDL SIr,NIFICJ.\-ENTRE -TION
SL 168
SL 164
TOTALE SL 165 2() 06.133 il )lIf "Jl'
C 24
C 25 .
.
SL 164- .
CULTIVES" SL 165 15 66.05 !lf-Itl*C 24
C 25
'SL 164
SENEGALAIS SL 165 10 18.17 NS
SL 168 .
CA~1EROUNAIS C 24 5 4.24 NSC 25
CULTIVES SL 164 5 11.63 .
.-SENEGALAIS SL 165
- CULTIVE PRECOCE, SL 165 5 8.56 NSSL - SAUVAGE SL 168
CULTIVE TARDIF SL 164 5 3.04 NSSL - SAUVAGE SL 168
TAnDIFS 'C 24 5 40.57 .'11*SL 164
PRECOCES C 25 5 18.19SL 165 ...
NS: non significatif
'.: siyniflcatif à5%
~,,: signi,ficatif à1%
~lf: significatif à1r.,.-
T AB LEAU 1X 1 X2 DE CONFOR~1ITE POUR LES ESTERASES-
Ho : "les populatior~ testées sont identiques, seuil de signification 5%
•
.- aucune relation'précocité-tardivité mise en évidence, 12.
pas de liaison entre le polymorphisme enzymatique des EST. et la longueur du cycle
de la plante.
+ ~~~l~~~_Q~~_~Qrr~~~Q~g~~~~~ : Les 80
autofécondations étudiées sont notées, pour chaque bande rose ou brune, par 0 (absence de
bande) ou 1 (présence de bande), et ces données sont traitées par ordinateur pour une
analyse des correspondances. Le diagramme (figure 15) représente-les 2 premiers axes,
ils donnent le maximum de renseignements, chaque point représente un individu, chaque
croix représente la population par calcul de son barycentre.
Là encor.e, une dissociation Sénégal - Cameroun est observable. On peut
également observer que les individus de la population SL 164 et ceux de SL 168 restent
_ bien regroupés, les individus appartenant à la population SL -165 étant plus di.spersés.
Les barycentres situent la population sauvage SL 168 entre SL 164 et SL 165,
ce qui est en accord avec les résultats des X2 de conformité étudiés précédemment.
Les individus du Cameroun, précoces et tardifs, suivent une même diversité,'
excepté pour les huit individus de C 24 comprenant les deux bandes brunes Ml et M2.·
Ces individus font dévier le barycentre de la population vers· la droite.
+ g~~QrQ9r~mm~ : Le même tableau dé données a été
. traité sur ordinateur pour une analyse hiérarchique par-distance de X2• Le dendrogramm~ .
fourni" (figure 16) montre une disjoncti~n précoce entre.individus comprenant les 2
bandes brunes (MI-M.2) et ceux possédant l'allèle .R4 d'une. part, et le reste d'autre part.
Aucune di~jonction Sénégal - Cameroun n'est mise en évidence, cela peut être
du au mode d'introduction des données. Les individus ITomozygotes, plus nombreux, ont
plus de poids, et se r~trouvent regroupés.
Il faudrait pouvoir tr~iter le programme par une analyse des fréquences ..
III - CONCLUSION
l'étude sur farine des graines issues d'autofécondation nous a permis de'.
. .
mettre en évidence un fort polymorphisme enzymatique .intracùltivar pour les ESt. et les
LAP, et nous a permis de dresser une étude génétique.
les hypothèses quant à la génétique des lAP restent à vérifier. Pour léS
EST., on doit rechercher d'autres formes alléliques pour la coloration rose, en
analysant un grand nombre de populations, venant de plusieurs' écosystèmes différents.
Cette étude a également permis de constater qu'une caractérisation des
populations par leurs fréquences a~léliques semblait être une solution d'avenir.
L'analyse des farine~ de population en mélange est délicate à utiliser, elle ne permet
pas de formuler une bonne analyse de la variabilité allélique au sein des populations.
l'analyse d~s farines de grainés issues d'autofécondation semble par contre
être un bon outil de travail pour l'étude de la variabilité, mais, pour des raisons
matérielles, vingt autofécondations par pbpul~tion semble un nombre limite de plantes
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à utili~er. De plus, l'analyse '~evant port~r sur un grand nombre de 13.
populations, le travail deviendra vi~e lourd et fa~tidieux.
Une étude graine à graine semble une solution d1 avenir, permettant à la
fois l'analyse rapidp. d'un grand nombre d'individus par population, et d'un grand
nombre de cultivars différents. L'estimation des fréquences alléliques pour chaque
population n'en serait que meilleure.
On a pu mettre en évidence des ressemblances entre les populations
Camerounaises d'une part et sénégalaises d'autre part, pour le polymorphisme
enzymatique des Estérases. On peut se demande: si la différence entre les populations
~n~alaises et Camerounaises est alléatoire ou non, et formuler deux hyp~thè~es :
- un brassage génétique, les échanges géniques entre populations
tardives et' précoces étant possible occasionnellement. Le flux génétique n'irait pas
d'une population à l'autre lorsque celles ci sont trop lointaines.
- une adaptation, chaque population s'adaptant à son écosystème.
A chaqu~ écosystème correspondraient=des,'f~équences alléliques différè~tes.
Il faut tester ces hypothèses par une étude plus approfondie, et portant
'sur un grand. nombre de cultivars appartenant à des écosystèmes' différents.
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